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Abstract (Basic): DE 19751581 Al 

novelty - Device (A) comprises part (1) with many samples for 
testing, having equal sizes, attached to it, and second part (2) with 
many depression of equal size. The samples are arranged so that they 
are aligned with the centers of the depressions and the dimensions of 
samples and depressions are matched. 
. DETAILED DESCRIPTION - INDEPENDENT CLAIMS are also included for the 

following: (a) method for testing materials for antimicrobial activity 
by (i) preparing samples of defined geometry and size, (ii) incubating 
samples with solution of test microbe, (iii) transferring the samples 
to a minimal medium suitable for the microbe, (iva) transferring 
samples to a nutrient medium suitable for the microbe, (va) determining 
the optical density (OD) of the nutrient solution after removal of the 
sample, (ivb) removing the sample and adding 1-1/100 volume parts 
complete medium to the minimal medium and (vb) time-resol ved 
measurement of the OD of the medium; and (b) method for quantifying 
adhesion of antigens (Ag) to test materials by (i) as above, (ii) 
incubating samples with a solution containing (Ag) , (iii) transferring 
samples sequentially to blocking solution, serum solution, 
enzyme-containing solution and enzyme substrate solution, then (iv) 
photometric measurement of the substrate solution after removal of the 
sample. 

ACTIVITY - Antimicrobial. 

MECHANISM OF ACTION - None given. 

USE - (A) is used to screen materials, especially optionally 
pretreated biomaterials , for antimicrobial activity and to quantify 
adhesion (particularly of antigens but also proteins, nucleic acids, 
algae, chemicals etc.) to these materials. The materials are e.g. those 
used for prostheses, catheters and other medical equipment, but may 
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also be those used in brewing, toys, kitchen or bathroom products, 
pharmaceuticals (ointments and lotions), surface coatings, detergents 

etc - . 

ADVANTAGE - (a) allows simultaneous examination of many samples 

under identical conditions and provides quantitative results. It 

provides reproducible results quickly and inexpensively; is highly 

sensitive, and suitable for automation and photometric evaluation. 

pp; 15 DwgNo 0/7 

Technology Focus: 

technology FOCUS - instrumentation and testing - Preferred device: 
when parts (1) and (2) are assembled, a space (particularly smaller 
than half the depth of the depression) is left between the base of the 
depression and the sample, and this space serves as an incubation 
chamber. Test sample are particularly cylindrical and the maximum 
cross-section of the sample is not over half the diameter of the 
depression. Samples are particularly glued on to (1). Especially (2) is 
a microti ter plate and (1) a matching cover. Preferred-process: In 
method (a), the minimal medium in step (iii) may include 1-1/2000 of 
complete medium (to increase sensitivity, allowing very low levels of 
antimicrobial activity to be detected), in both methods (a) and (b) , 
many samples are tested simultaneously, with results evaluated using an 
EDV(not defined) -controlled mi crop! ate reader. 

Derwent class: B04; D16; J04; S03 

international Patent Class (Main): C12M-001/34 

international Patent Class (Additional): C12M-001/18; C12Q-001/18; 
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Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

(§) Verfahren zur Prufung von Materialien hinsichtlich ihrer potentiejlen antimikrobiellen Wirksamkeit und der 
Adhasion auf ihrer Oberflache 

(§) Die vorliegende E rfindung stel It ein Verfahren zur Pru- 
fung von Werkstoffen ailf antimikrobielle Wirksamkeit so- fc - ...... 

wie ein Verfahren zur Quantifizierung der Adhasion von 
" Antigen auf Werkstoffen bereit. Aufcerdem wird eine Vor- ' * ' 

richtung beschrieben, die die sirnultane Untersuchung ei- 

ner grofSen Anzahl von Proben unter identischen Bedin- . ^ 

gungen ermoglicht. *v w - 
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Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur 
quantitativen und qualitativen Untersuchung von Wechsel- 
wirkungen zweier Substanzen bzw. Reaktionspartner. Insbe- 5 
sondere konnen Werkstoffe (z. B, Biomaterialien) bzw. Be- 
schichtungsmaterialien auf antimikrobielle Wirksamkeit ge- 
testet und diese quantifiziert werden; auBerdem kann die 
Adhasion von lebenden Systemen, wie z. B. Mikroorganis- 
men, und (bio)chemischen Substanzen auf Oberflachen, ins- 10 
besondere den Oberflachen von Biomaterialien, quantifiziert 
werden. AuBerdem betrifft die vorliegende Erfindung eine 
Vorrichtung, mit der eine groBe Anzahl von Proben simultan 
unter identischen Bedingungen untersucht werden konnen. 

In der Forschung und Industrie werden permanent neu- 15 
und weiterentwickelte Biomaterialien und Werkstoffe auf 
den Markt gebracht. In der Medizin umfassen diese Bioma- 
terialien den Bereich der Prothetik (Kunstliche Gelenke, 
Klappen, Zahnersatz etc.) und der Intensivmedizin (Zu- und 
Abfuhrleitungen, Katheter). Weitere generelle Industrie- 20 
Entwicklungen umfassen Bereiche wie biologische Abbau- 
fahigkeit von Kunststoffen (Umweittechnik), Widerstands- 
kraft und Haltbarkeit der Werkstoffe, sowie deren biochemi- 
sche Eigenschaften (Inertheit, Hydrophobizitat, Biokompa- 
tibilitat etc.). Durch Forschung und Entwicklung werden 25 
Werkstoffe neu kreiert und Oberflachen modifiziert, um die 
gewiinschten Eigenschaften zu erhalten. 

Bei der Prufung von Werkstoffen und Biomaterialien sind 
besonders die Priifung auf antimikrobielle Wirksamkeit der 
Werkstoffe/Biomaterialien einerseits und die Quantifizie- 30 
rung der Adhasion von (bio)chemischen Substanzen und 
Zellen auf Werkstoffoberflachen andererseits zu nennen. 

Die Prufung auf antimikrobielle Wirksamkeit betrifft 
hauptsachlich das Gebiet der Medizin. Die Implantation von 
Biomaterialien ist ein Meilenstein der modernen Medizin. 35 
Fur den Patienten werden durch Biomaterialien lebenserhal- 
tende Aufgaben wahrgenommen. Gleichzeitig verbirgt sich 
bei der Anwendung eines der vordringlichsten Probleme in 
der Klinik: die fremdkorper-assoziierte Infektion, ausgelost 
durch an sich harmlose Hautmikroorganismen, die das Im- 40 
plantat kolonisieren. In den USA werden jahrlich allein bis 
zu 850 000 katheterassoziierte Infektionen festgestellt. Die 
Folgekosten von Katheterinfektionen werden mit 
3000-6000 US-Dollar pro Fall beziffert. Neben dem klini- 
schen Bereich findet die Prufung auf antimikrobielle Wirk- 
. -"samkeit beispielsweise Verwendurig in der Bier- und Wein- 
industrie. Auch bei Baby windeln, Kinderspielzeug, Kii- 
chen- und BadAVC-Einrichtungen, Spulmitteln und Lotio- 
nen etc. ist ein Trend zu antimikrobiellen Materialien er- 
kennbar, so daB auch auf diesen Gebieten ein wachsender 
Bedarf an Priifungsmethoden fur antimikrobielle Wirksam- 
keit besteht. 

Die Entwicklung von Materialien mit antimikrobiellen 
Eigenschaften ist ein Schwerpunktthema fur Forschung und 
Industrie und bietet durch die Verhinderung von Infektionen 
das Potential zur Rettung von Menschenieben und zu Ein- 
sparungen in Milliardenhohe, Die Zahl eingefuhrter neuer 
Produkte mit antimikrobiellen Eigenschaften steigt stetig. 

Die Quantifizierung der Adhasion von lebenden Syste- 
men und (bio)chemischen Substanzen auf Werkstoffoberfla- 
chen findet sich mit dem gleichen Stellenwert sowohl in der 
medizinischen Forschung und Entwicklung, als auch in der 
chemischen/biochemischen Industrie und Werkstoffwissen- 
schaft. 

Eine antimikrobielle Wirksamkeit (Aktivitat) eines Werk- 
stoffs oder einer Substanz kann grundsatzlich auf zwei, von- 
einander zu trennende, Eigenschaften des Materials zuriick- 
zufuhren sein: 
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- entweder das Material laftt eine mikrobielle Besiede- 
lung bzw. Anhaftung nicht zu, oder 

- das Material entfaltet Eigenschaften, die zur Abto- 
^ tung von Mikroorganismen fuhren, die das Material be- 

siedelt haben. 

Die Eigenschaft eines Stoffs, Mikroben abzutoten, muB in 
vitro in einem Versuchsmodell nachvollziehbar sein (Quali- 
tatskontrolle oder "Screening"). Bei einem entsprechenden 
Test wird das Material zuerst mit Mikroorganismen besie- 
delt und anschlieBend das Wachstumsverhalten (Prolifera- 
tion und Vitalitat) der Mikroorganismen verfolgt 

Bei der Quantifizierung der Adhasion von lebenden Sy- 
stemen oder (bio)chemischen Substanzen wird die Probe 
mit dem zu untersuchenden Material inkubiert (in vitro), um 
das Adhasionsverhalten (Afifinitat und Chemie der Wechsel- 
wirkung) studieren zu konnen. 

Entsprechende Testverfahren sollen idealerweise folgen- 
den Anforderungen genugen: 

- Zur Prufung auf antimikrobielle Wirksamkeit sollten 
potentiell antimikrobielle Probe und Kontrolle (Probe 
ohne antimikrobielle Wirkung) unter simultanen Ver- 
suchsbedingungen gegeniibergestellt werden konnen. 

- Zur Quantifizierung der Adhasion, konnen verschie- 
dene Proben auf ihr Adhasionsverhalten nur bei simul- 
tanen Versuchsbedingungen miteinander verglichen 
werden. 

- Um eine aussagekraftige Statistik und Fehlerrech- 
nung zu ermoglichen und aus Griinden der Okonomie 
soil das Verfahren die gleichzeitige Prufung einer ho- 
hen Anzahl von Proben (ca. 100 Proben) ermoglichen. 

- Fur vergleichende quantitative Aussagen muB si- 
chergestellt sein, daB bei alien Proben eine definierte, 
gleichgroBe Flache gemessen wird. 

- Das Verfahren soil schnell, reproduzierbar (d. h. mit 
minimalem statistische Fehler) und kostengiinstig sein. 

- Das Verfahren soli in der Lage sein, geringste Unter- 
schiede in den Aktivitaten verschiedener Proben zu er- 
fassea, d. h, hoch sensitiv sein. 

- Die Auswertung der Daten sollte durch ein EDV-ge- 
steuertes automatisiertes Auswerteverfahren erfolgen. 

- Das Wachstumsverhalten (Profiferation) der Mi- 
kroorganismen auf den Proben sollte zeitaufgelost (on- 
line) z. B. durch Photometrie (d.Ji. Messung der opti- 
schen Dichte) auswertbar sein. 

- Die Adhasion (quantitativ) der (bio)cherniscnen 
Substanzen/Mikroorganismen auf den Proben sollte 
durch Photometrie (Messung der^ optischen Dichte) 

50 ausgewertet werden konnen. 

Bis heiite gibt es kein Verfahren, das die oben angespro- 
chenen Anforderungen auch nur annahernd erfullt. Die Ver- 
fahren, die bis zum heutigen Zeitpunkt in der Wissenschaft/ 
55 Forschung und Entwicklung zur Prufung von Biomateria- 
lien Anwendung finden, sind nicht eindeutig definiert und 
mit groBen Fehlern behaftet und daher wenig aussagekraf- 
tig; auBerdem sind sie nicht okonomisch. 
Bekannt sind folgende Methoden: 
60 Eine weltweit angewandte Methode ist der "Semiquantita- 
tive" Keimnachweis auf der Oberflache von Biomaterialien 
durch Ausrolltechnik nach Maki (Maki D.G. Infections cau- 
sed by intravascular devices used for infusion therapy: pa- 
thogenesis, prevention and management. In. Bisno A.L., 
65 Waldvogel F.A., eds. Infections associated with indwelling 
medical devices. Washington D.C.: Americal Society for 
Microbiology, (1994, 2nd ed.); und Maki D.G., C.E. Weise, 
H.W. Sarafin: A semiquantitative culture method for identi- 
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fying intravenous catheter related infection. N. Engl J. Med. 
296 (1977), 1305-1309). Dabei wird das zu prufende Bio- 
material unter moglichst sterilen Bedingungen manuell auf 
einer Agarplatte mit einer Pinzette hin- und hergerollt (eine 
Probe pro Agarplatte). Nach anschlieGender Bebrutung der 5 
Agarplatte kann iiber das bakterielle Wachstum "semiquan- 
titativ" (durch zahlen der Kolonien) die antimikrobielle 
Wirksamkeit oder Adhaisons-Eigenschaft des Biomaterials 
bestimmt werden. 

Die Methode weist folgende Nachteile auf: 10 
Die manuelle Durchfuhrung ist nicht 100% reproduzierbar; 
auBerdem bestehen keine simultanen Durchfiihrungsbedin- 
gungen. Das Verfahren ist in hochstem MaB unokonomisch 
und mit einem hohen statistischen Fehler belegt. Des weite- 
ren gibt es keine definierte MeBflache. Trotz dieser gravie- 15 
renden Nachteile ist die Methode nach Maki weltweit die 
am haufigsten eingesetzte. Ein weiteres Verfahren ist die 
Flush- Technik nach Cleri et aL, (Cleri D.J., M.L. Corrado, 
und SJ. Seligman: Quantitative culture of intravenous ca- 
theters and other intravaskular inserts, J. Infect. Dis. 141 20 
(1980), 781-786) bei derBiomaterialien (Schlauche) durch- 
spult werden, das Eluat in verschiedenen Verdiinnungsstu- 
fen (manuell) auf Agar-Piatten plattiert und die Keimzahlen 
ausgezahlt werden. 

Die Methode weist die gleichen Nachteile auf wie die 25 
oben beschriebene von Maki. 

Auch die Ultraschallbehandlung nach Sherertz (Sherertz 
R. J. et al„ 1990: three- Year experience with sonicated vas- 
cular catheter cultures in a clinical microbiology laboratory. 
Jour, of clin. microbiology (1990), 76-82), bei derBakterien 30 
auf der Oberflache von Biomaterialien durch Ultraschalt ab- 
gelost (in Bouillon) und anschlieBend durch Ausplattieren 
die Anzahl der Keime bestimmt wird, findet Verwendung. 

Abgesehen von unzureichenden Kenntnissen der Wirkun- 
gen von Ultraschall auf Mikroorganismen weist diese Me- 35 
thode ebenfalls die oben beschriebenen Nachteile auf. 

Ebenfalls eingesetzt wird die radioaktive Markierung von 
Mikroorganismen zur Quantifizierung auf Biomaterialien. 
Neben den Nachteilen der Methode von Maki (s. o.) wirkt 
sich bei dieser Methode auBerdem negativ aus, daB die Ver- 40 
wendung von Radioaktivitat erhebliche Auflagen erfordert; 
auBerdem kann eine GefahrHung der Gesundheit des Perso- 
nals durch Radioaktivitat nicht vollig ausgeschlossen wer- 
den. * ' * • * . 

Auch Hemmhofrnessungen, bei denen die Zone der Infii- 45 
bition mikrobiellen Wachstums gemessen wird, finden Ver- 
wendung (RaadL, R. Darouche, R. Hachem, M. Mansouri, 
G.P. Bodey: The broad-spectrum activity and efficacy of ca- 
theters coated with minocycline and rifampin. J. Infec Dis. 
, 173 (1996), 418-424; und Sampath L.A. et al., 1995: Infec- 50 
tion resistance of surface modified catheters with either 
short-lived or prolonged activity. Jour, of hosp. infection 
(1995), 201-210). Diese Methode weist die gleichen Nach- 
teile auf wie die Methofle von Maki (s. o.). Die Hemmhof- 
messung ist zur Beurteilung der Besiedelbarkeit von Mate- 55 
ri alien nur eingeschrankt geeignet, weil die potentielle Akti- 
vitat unmittelbar auf der Oberflache nicht erfaBt wird. Ein 
fehlender Hemmhof muB nicht zwangslaufig eine fehlende 
antimikrobielle Aktivitat bedeuten. Auch die nicht-quantita- 
tive Analyse des Materials durch Inkubation in einer mikro- 60 
biellen Nahrbouillon (triib/klar) weist die oben angegebenen 
Nachteile auf. 

Die beschriebenen Verfahren basieren auf Techniken der 
klassischen Mikrobiologie. Keines der Verfahren erfullt je- 
doch die oben angesprochenen Anforderungen. Die Haupt- 65 
angriffspunkte der aufgefuhrten Methoden sind die unzurei- 
chend beschriebene Reproduzierbarkeit, die unvollstandige 
Fehlererfassung der Methode, und die fehlende simultane 



Versuchsdurchfuhrung. Uberaus ungeniigend ist in vielen 
Arbeiten die Beschreibung "semiquantitativ", womit die 
verwendete Methode sich selbst als unzureichend deklariert. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es daher, ein Ver- 
fahren bereitzustellen, mit dem einerseits die antimikro- 
bielle Wirksamkeit von gegebenenfalls vorbehandelten 
Werkstoffen, insbesondere Biomaterialien getestet werden 
kann und andererseits eine Quantifizierung der Adhasion 
von Mikroorganismen und (bio)chemischen Substanzen auf 
Oberflachen moglich ist, wobei das Verfahren die oben ge- 
nannten Anforderungen erfullt. 

Eine weitere Aufgabe der Erfindung ist es, eine Vorrich- 
tung bereitzustellen, die es ermoglicht, die Priifung so 
durchzufuhren, daB eine groBe Anzahl von Proben unter 
identischen Bedingungen simultan untersucht werden kon- 
nen. 

Diese Aufgabe wird durch die erfindungsgemaBen Ver- 
fahren bzw. die erfindungsgemaBe Vorrichtung gelost. 

Die erfindungsgemaBe Vorrichtung besteht aus 2 Teilen 
und ist dadurch gekennzeichnet, daB auf einem Teil eine 
Vielzahl von zu untersuchenden Werkstoffproben mit glei- 
chen Abmessungen befestigt ist und das andere Teil mit ei- 
ner Vielzahl von Vertiefungen gleicher Abmessung ausge- 
stattet ist, wobei die Werkstoffproben so angeordnet sind, 
daB sie alle zentriert zu den Vertiefungen des zweiten Teils 
ausgerichtet sind und die Abmessungen der Proben an die 
Abmessungen der Vertiefungen angepaBt sind. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren zur Priifung von Werk- 
stoffen auf antimikrobielle Wirksamkeit, umfaBt 

(a) Bereitstellung einer Werkstoffprobe definierter 
Geometrie und GroBe 

(b) Inkubation der Probe mit einer Losung, die den zu 
testenden Mikroorganismus enthalt (Besiedelung der 
Probe mit dem Mikroorganismus), 

(c) Uberfuhrung der Probe in ein fiir den entsprechen- 
den Mikroorganismus geeignetes Minimalmedium 
(Entfaltung der potentiellen antimikrobiellen Wirk- 
samkeit), 

y (dl) Uberfuhrung der Probe in eine fur den Mikroor- 
ganismus geeignete Nahrlosung (Nachweis des Aus- 
maBes der antimikrobiellen Wirksamkeit), 

** (el) Bestimmung der optischen Dichte der Nahrlo- 
sung nach Entnahme der Probe j^Endpunktmessung) 
oder * , 

(d2) Entnahme der Probe undZugabe von 1 bis 1/2000 
Volumenanteil Vollmedium zum Minimalmedium; 
(e2) zeitaufgeloste Bestimmung der optischen Dichte 
y ,- des Mediums (Kinetik). 

Das erfindungsgemaBe Verfahren zur Quantifizierung dec 
Adhasion von Antigenen auf Werkstoffen, umfaBt: 

(a) BereitstellSri einer Werkstoffprobe definierter Geo- 
metrie und GroBe 

(b) Inkubation der Probe mit einer Losung, die den zu 
testenden Mikroorganismus enthalt, 

(c) Uberfuhrung der Probe in eine Blockierungslosung 

(d) Uberfiihrung der Probe in eine Serumlosung 

(e) Uberfuhrung der Probe in eine Enzym-Konjugat- 
Losung 

(f) Uberfuhrung der Probe in eine Enzym-Substrat- 
Losung 

(g) Photometrische Vermessung der Enzym-Substrat- 
losung nach Entnahme der Probe. 

Fig, 1 veranschaulicht die Verwendungsmoglichkeiten 
des "Mikrotiterplatten-Kamms" bei den erfindungsgemaBen 
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Verfahren. 

Fig, la zeigt eine 96-Loch-Mikxotiterplatte. 

Fig. lb zeigt den mil Proben bestuckten Deckel einer 96- 
Loch-Mikrotiterplatte ("Kamm"). 

Fig. lc veranschaulicht die Verwendung des Deckels als 5 
InkubationsgefaB. 

Fig. Id veranschaulicht die Verwendung des Deckels als 
Probentrager. 

Fig. le zeigt die gemessene Flache bei einer bevorzugten 
Ausruhrungsform. 10 

Fig. 2 zeigt die bakterielle Proliferation, die bei der Prii- 
fung der antimikrobiellen Wirksamkeit gemaB Beispiel 1, 
nachvollzogen wird. 

Fig. 3 zeigt die Ergebnisse von Beispiel 1 wie sie die 
Software des Mikrotiterplatten-Lesegerats darstellt. 15 

Fig. 4 zeigt die Quantifizierung der Adhasion gemaB Bei- 
spiel 2 schematisch. 

Fig. 5 zeigt die Ergebnisse von Beispiel 2, wie sie von der 
automatischen Auswerteeinheit dargestellt werden. 

Fig. 6 zeigt die Ergebnisse von Beispiel 3 (Priifung von 20 
Windelstoffen auf antimikrobielle Wirksamkeit). 

Fig. 7 zeigt die Ergebnisse von Beispiel 4 (Priifung des 
Einflusses eines Tween-Coatings auf die Adhasion von Bak- 
terien). 

Bei dem erfindungsgemaBen Verfahren zur Priifung von 25 
Werkstoffen auf antimikrobielle Wirksamkeit konnen die 
verschiedensten Arten von Werkstoffen getestet werden; be- 
sonders interessant ist die Verwendung von Biomaterialien, 
d. h. Materialien, die in der Prothetik und Intensivmedizin 
eine Rolle spielen. Die Proben konnen z. B. in Form von 30 
Kunststoff-Schlauchen, Strangen, Borsten und Kiigelchen 
vorliegen. Auch Stoffe und Papiere, wie z. B. Taschentu- 
cher, Babywindeln und Tucher fur den Klinikbereich kon- 
nen mit dem erfindungsgemaBen Verfahren untersucht wer- : 
den. Wichtig fur vergleichende Aussagen ist, daB die zu ver- 35 
gleichenden Proben alle die gleiche Geometrie und GroBe 
aufweisen, damit Effekte, die aufunterschiedliche Geome- 
trie und GroBe zuriickzufuhren waren, ausgeschlossen wer- 
den konnen. Die zu untersuchenden Proben konnen auf anti- 
mikrobielle Wirksamkeit gegeniiber den unterschiedlichsten 40 
Bakterien, Pilzen und Hefen getestet werden. Wichtig im 
medizinischen Bereich ist z. B. die Wirksamkeit gegeniiber 
Staphylokokken. ; 

Bei den erfindungsgemaB zu u'ritersuchenden Werkstoff- 
proben kann es sich auch um vorbehandelte Werkstoffe han- 45* 
deln; unter Vorbehandlung wird z. B. auch eine Beschich- 
tung mit Anstrichen oder Lacken aber auch mit Proteinen 
oder Detergenzien verstanden. Bei beschichteten Werkstof- 
fen istdann genaugenomrnen das Beschichtungsmaterialdie 
zu untersuchende Probe. Auf diese Weise ist es z. B. mog* 50 
lich, auch Fliissigkeiten und Lotioneli auf potentielle antimi- 
krobielle Wirksamkeit zu testen. Der "WerkstofF steilt dann 
fiur-einen Trager dar; wichtig ist dabei allerdings, daB eine 
gleichmaBige Befcchichtung erreicht wird, bevor die Probe 
erfindungsgemaB getestet werden kann. 55 

Entscheidend fur das erfindungsgemaBe Verfahren zur 
Priifung der antimikrobiellen Wirksamkeit ist die Inkuba- 
tion mit einem Minimal medium zur Entfaltung und zum 
Nachweis der potentiellen Aktivitat. Das zu verwendende 
Minimalmedium hangt von dem verwendeten Mikroorga- 60 
nismus ab und kann individuell zusammengesetzt werden, 
sofern gewahrleistet ist, daB das Medium ausreicht, um den 
Mikroorganismus am Leben zu erhalten aber die Zelltei- 
lungsrate stark reduziert ist. Die Inkubationszeit mit dem 
Minimalmedium kann beliebig variiert werden und z. B. im 65 
Bereich von 2 bis 50 Stunden liegen. 

Danach wird die Probe in eine Nahrlosung ("\follme- 
diurn") iiberfuhrt, die dann einen Proliferationsreiz fur den 



Mikroorganismus darstellt. Die Nahrlosung richtet sich 
nach dem verwendeten Mikroorganismus und kann entwe- 
der der Fachliteratur entnommen oder im Labor individuell 
zusammengestellt werden. Bei der Proliferation werden vi- 
tale Zellen ins Medium entlassen, was zu einer Triibung 
fiihrt. Diese Triibung (optische Dichte) kann photometrisch 
erfaBt werden: Je truber das Medium ist, desto mehr vitale 
Zellen warden abgegeben, d. h. desto geringer ist die anti- 
mikrobielle Wirksamkeit der gepruften Probe. 

GemaB einer alternativen Ausfuhrungsform wird die 
Probe aus dem Minimalmedium entfernt und 1 bis 1/100 Vo- 
lumenanteil, bevorzugt 1 bis 1/10 Volumenanteil Vollme- 
dium zum Minimalmedium zugegeben; danach erfolgt die 
zeitaufgeloste Bestimmung der optischen Dichte des Medi- 
ums (Kinetik). Die online entstehenden Wachstumskurven 
(EDV-iiberwacht) reflektieren das AusmaB der antimikro- 
biellen Wirksamkeit. 

Bei dem erfindungsgemaBen Verfahren kann eine groBe 
Anzahl von Proben (bis 384) simultan untersucht werden, 
wenn Proben gleicher Geometrie und GroBe in eine handels- 
ubliche Mikrotiterplatte mit 96 bis 384 Vertiefungen oder 
eine entsprechende Vorrichtung eingebracht werden. Die 
Bestimmung der optischen Dichte kann mit einem kommer- 
ziellen EDV-gesteuerten Mikrotiterplatten-Lesegerat erfol- 
gen. 

Anstelle einer Endpunktmessung kann auch eine zeitauf- 
geloste on-line Messung erfolgen. 

Durch Zugabe kleiner Mengen (1 bis 1/2000 Volumenan- 
teil, bevorzugt 1/25 bis 1/1000 Volumenanteil) Vollmedium 
zum Minimalmedium kann die Sensitivitat des erfindungs- 
gemaBen Verfahrens weiter gesteigert werden. Dadurch 
wird die Vitalitat der Mikroorganismen so eingestellt, daB 
auch geringste antimikrobielle Aktivitaten der Probe nach- 
weisbar sind. 

Die vorliegende Erfindung steilt aber nicht nur ein Ver- 
fahren zur Priifung auf antimikrobielle Wirksamkeit von 
Werkstoffen bereit, sondern auch ein Verfahren zur Quanti- 
fizierung der Adhasion von Antigeneh, umfassend lebende 
Systeme und (bio) chemisette Substanzen (z. B. Naturstoffe 
und synthetische Stoffe), auf Oberflachen. Mit diesem Ver- 
fahren konnen die gleichen Werkstoffe untersucht werden, 
wie vorne beschrieben. Auch hier ist es fur Vergleiche zwi- 
schen *verschiedenen Werkstoffen erforderlich, daB die 
Werkstoffproben alle eine definierte Geometrie und GroBe 
»haben. Die Verfahrensschritte dieses erfindungsgemaBen 
Verfahrens sind dem Fachmann von herkomrnlichen 
ELISA-Tests gelaufig. Wie beim herkomrnlichen ELISA- 
Test erfolgt die Aiiswertung auch erfindungsgemaB z. B. mit 
einem Photometer. Bei der Verwendung von Mikrotiterplat- 
ten als ReaktionsgefaBe ist die Ausweijung mit einem han- 
delsiiblichen Mikrotiterplatten-Lesegerat bevorzugt-. 

Abgesehen davon, daB beide Verfahren zur Werkstoffprii- 
fung dienen, konnen beide 4jferfahren* mit Hilfe der erfin- 
dungsgemaBen zweiteiligen Vorrichtung durchgefiihrt wer- 
den. Das Entscheidende der erfindungsgemaBen Vorrich- 
tung ist die Befestigung der Werkstoffproben an einem Teil 
der Vorrichtung ("Kamm"); die Proben sind dabei so ange- 
ordnet, daB sie alle zentriert zu den Vertiefungen des zwei- 
ten Vorrichtungsteils ausgerichtet sind und die Abmessun- 
gen der Proben an die Abmessungen der Vertiefungen ange- 
paBt sind. Die Probenabmessungen sind dabei bevorzugt so 
gewahlt, daB zwischen Probe und Boden der Vertiefungen 
ein Zwischenraum (z. B. im Falle einer Mikrotiterplatte 
1-2 mm) verbleibt, wenn das mit den Proben bestiickte Teil 
("Kamm") auf dem mit Vertiefungen versehenen Teil auf- 
liegt. Besonders bevorzugt ist es, wenn der Zwischenraum 
kleiner als die Halfte der Tiefe der Vertiefungen ist. Das mit 
den Proben bestiickte Teil wird im folgenden als Kamin be- 
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zeichnet. In einer bevorzugten Ausfiihrungsform sind die 
Proben mit Hilfe von Klebstoff befestigt, Es ist auch rnog- 
lich, die Proben auf bereits vorhandene Adapter aufzustek- 
ken. 

Allerdings konnen die erfindungsgemaBen Verfahren 
auch mit losen Proben durchgefuhrt werden wie Beispiel 3 
zeigt. Fur die Anwendung werden die Proben manuell mit 
einer sterilen Pinzette von einem ReaktionsgefaB zum nach- 
sten uberfiihrt. 

Die einheitliche Geometrie der Proben ist vorzugsweise 
zylindrisch; jedoch sind auch andere Formen wie bananen- 
formig, birnenfbrmig oder quaderforrnig rnoglich sofern alle 
Proben die gleiche Geometrie und GroBe aufweisen. Der 
maximale Durchmesser der Proben ist vorzugsweise so groB 
wie die Halfte des Durchmessers der Vertiefungen oder klei- 
ner. 

Wenn der Kamin in Form eines Deckels mit auf der In- 
nenseite befestigten Probenstucken vorliegt, zeichnet er sich 
durch eine flexible Verwendungsweise aus: Einerseits kann 
er, auf dem Deckelriicken liegend, als ReaktionsgefaB be- 
nutzt werden; zum anderen dient er als Tragersystem fur die 
Werkstoffproben, das es bei einer Folge von sequentiellen 
Reaktionsschritten erlaubt, alle Proben gleichzeitig von ei- 
ner Losung in eine andere zu uberfuhren. Diese verschiede- 
nen Verwendungsarten sind in Fig. lc und d schematisch 
dargestellt. 

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform handelt es sich bei 
dem mit den Vertiefungen versehenen Teil der Vorrichtung 
um eine Mikrotiterplatte, bei dem Kamm handelt es sich 
dann um den zugehorigen Mikrotiterplattendeckel, auf des- 
sen Innenseite die Proben befestigt sind. 

Durch die verschiedenen Verwendungsmoglichkeiten des 
Kamms (Tragersystem gemaB Fig. Id einerseits und Inku- 
bationsgefaB gemaB Fig. lc andererseits) ist es rnoglich, die 
Genauigkeit der erfindungsgemaBen Verfahren weiter zu er- 
hohen: Wird z. B. bei dem erfindungsgemaBen Verfahren 
zur Prufung auf antimikrobielle Wirksamkeit die Inkubation 
mit der Mikroorganismen-Losung und/oder die Inkubation 
im Minimalmedium so durchgefuhrt, daB der Kamm als In- 
kubationsgefaB (Fig. lc) dient, so kommen die Proben 1, so- 
fern sie uber den Deckelrand hinausragen (siehe Fig. lc), 
nur zum Teil mit der entsprechenden Losung in Kontakt. Im 
Schritt (d) wird dann das mit Vertiefungen versehene "Ge- 
genstuck" des Kamms 4 als InkubStionsgefaB verwendet, 
und zwar wird der Fliissigkeitspegel jiabei so gewahlt, daB 
wieder nur ein Teilstiick der Proben benetzt wird. Es gibt da- 
her nur einen mittlereh Bereich 5 des Probenstiickes der mit 
3llen Losungen in Beriihrung gekommen ist (siehe Fig. le). 
Auf diese Weise wird sichergestellt, daB4ie Messupg nicht 
durch "Randeffekte" oder Artefakte verfafscht wird. Als 
"Randeffekte" sind denkbar: Beeinflussung der Mikroorgaf 
nismen durch den verwendeten Klebsjpif oder Effekte durch 
unterschiedliche Schnittkanten am freien Ende der Proben 
(diese konnten als Proliferationsreiz wirken und so das Er- 
gebnis verfalschen). Auch KapillarefTekte z. B. bei 
Schlauchproben konnen mit diesem bevorzugten Verfahren 
vermieden werden. 

Die beschriebene Arbeitsweise mit unterschiedlichem 
Einsatz des Kamms ist in analoger Weise auch bei dem er- 
findungsgemaBen Verfahren zur Quantifizierung der Adha- 
sion auf gegebenenfalls vorbehandelten Oberflachen rnog- 
lich; der Kamm wird dabei mindestens bei einem der Inku- 
bationsschritte mit Mikroorganismen-Losung, Blockie- 
rungslosung, Serumlosung und Enzyin-Konjugat-Losung 
als InkubationsgefaB benutzt, wahrend die Enzym-Substrat- 
Losung oder Waschlosung in den Vertiefungen des Kamm- 
Gegenstiicks bereitgestellt wird. 

Es ist auch rnoglich eine Vorbehandlung der Proben (z. B. 



Beschichtungen) mit dem Kamm-Modell durchzufuhren. 
Zusatzlich kann der Kamm auch als Adapter dienen, auf 
dem fliissige Proben gebunden sind; dadurch konnen auch 
solche Proben gepriift werden. 
5 Bei der vorliegenden Erfindung werden antimikrobielle 
Werkstoffe einer Kontrolle (Werkstoff ohne antimikrobielle 
Wirkung) unter simultanen Versuchsbedingungen gegen- 
iibergestellt. Durch die gleichzeitige Untersuchung einer ho- 
hen Anzahl von Proben (z. B. 96 Proben) ist eine aussage- 

10 kraftige Statistik und Fehlerrechnung rnoglich und das Ver- 
fahren ist auBerdem sehr okonomisch. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren zeichnet sich auBerdem 
dadurch aus, daB bei alien Proben eine definierte gleich- 
groBe Rache gemessen wird, wodurch vergleichende quan- 
ts titative Aussagen rnoglich sind. 

Ein weiterer Vorteil der vorliegenden Erfindung ist, daB 
geringste Unterschiede in der Aktivitat erfaBt werden kon- 
nen und das Verfahren damit hochsensitiv ist; auBerdem 
liegt der statistische Fehler bei Adhasionsbestimmungen 

20 und dem Test auf antimikrobielle Wirksamkeit uber die zeit- 
aufgeloste MeBvariante bei < 15%. 

Die Anwender-Freundlichkeit des bereitgestellten Ver- 
fahrens ist mit "sehr hoch" einzustufen. Die technischen An- 
forderungen (Gerate, Software, Laboratorien usw.) zur An- 

25 wendung des erfindungsgemaBen Verfahrens gehoren zur 
Grundausstattung von Forschungseinrichtungen und erfor- 
dern keine weiteren groBeren Investitionen. So ist z. B. die 
96-Loch Mikrotiterplatte mit Deckel, die als ProbengefaB 
dient, seit mehr als 20 Jahren Industriestandard und die 

30 EDV-gesteuerte Analyse ubernimmt ein herkommliches Mi- 
krotiterplatten-Lesegerat (gleichzeitig Photometer und 
"Plattenreader"). 

Zur Markierung der Adhasion von Biomolekiilen und 
Bakterien auf den zu untersuchenden Biomaterialien, kon- 

35 nen kommerzielle Antikorper verwendet werden. 

Das Mikrotiterplatten-Kamm-Modell kann in alien Berei- 
chen zur Anwendung gelangen, die sich mit der Entwick- 
lung/Priifung von Werkstpffen/Biomaterialien, auch von 

. Arzneimittel wie Salben und Lotionen und Oberflachenbe- 

40 schichtungen in Form von Anstrichen, Lacken etc. oder De- 
tergenzien.befassen oder die die Wechselwirkung einer Ma- 

- trix mit Mikroorganismen studieren (Adhasion), z. B. in der 
GroBindustrie, der Biomedizin und Pharmaindustrie, in mit- 
telstandis*chen Industrieunternehmen, der Lebensmittelindu- 

45 . striej;in Hochschulen, sowie in Forschungseinrichtungen fur 
angewandte Forschung und Grundlagenforschung. Die er- 
findungsgemaBen Verfahren konnen bei der Produktent- 
,wicklung, -verbesserung und Qualitatskontrolle eingesetzt 
werden. ; ' : 

50 Aufierdem ist die Einrichturfg einer zentralen Priifstelle, 
die die Prufung und^Charakterisierung Vor^Probon in gK> 
Bem Ma^tab ubernimmt, denkbar! * 

Es ist denkbar, die erfindungsgemaBe Vorrichtung auch 
fur andere Untersuchungen einzusetzen, bei denen es nicht 

55 um die Adhasion von Mikroorganismen wie Bakterien, Pil- 
zen, Viren und Hefen gent, sondern um die Untersuchung 
der Adhasion von Naturstoffen wie Proteinen, Nucleinsau- 
ren, Lipiden und Zuckern, eukaryontischen Zellen, Algen 
oder sonstiger Chemikalien. Insbesondere kann der EinfluB 

60 von Oberflachenbeschichtungen untersucht werden. 

Die folgenden Beispiele erlautern die Prufung auf antimi- 
krobielle Wirksamkeit von Biomaterialien (Beispiel 1) und 
die Quantifizierung der Adhasion von Biomolekiilen auf 
Werkstoffoberflachen (Beispiel 2) mit Hilfe des Mikrotiter- 

65 platten-Kamm-Modells. Beispiel 3 erlautert die Prufung von 
"losen Proben" (hier Windeln) auf antimikrobielle Wirk- 
samkeit. 

Beispiel 4 zeigt den EinfluB eines Detergenz-Coatings bei 
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einem Werkstoff auf die Adhasion von Bakterien. 

In der Klinik flir Kinder und Jugendliche der Universitat 
Erlangen-Nurnberg wird seit ca. 5 Jahren an der Entwick- 
lung neuer Kathetermaterialien mit antimikrobieller Wirk- 
samkeit gearbeitet (siehe oben zur Problematik der Kathe- 5 
terinfektionen). Durch Einbringung von Silber in das aus 
Polyurethan bestehende Kathetermaterial wurde ein neues 
antimikrobielles Biomaterial entwickelt. Mit dem Mikroti- 
terplatten-Kamm-Modell wurde der neue Katheter- Werk- 
stoff auf antimikrobielle und antiadhasive Eigenschaften ge- 10 
priift und Kontrollkathetern gegenubergestellt (silberfreie 
kommerzielle Katheter). 

Bei spiel 1 

15 

Prufung der antimikrobiellen Wirksamkeit von Katheter- 
oberflachen gegenuber Staphylococcus epidermidis (hu- 
mane Bakterien) 

Es wurden folgende Arbeitsschritte durchgefiihrt: 20 

1. Kammherstellung: 6 Proben "Kontrollkatheter" 
(Polyurethan ohne Silber) und 6 Proben "Silberkathe- 
ter" (Polyurethan mit eingebrachtem Silber) wurden so 
auf einen Deckel einer Mikrotiterplatte geklebt, da!3 die 25 
Proben genau in die Mitte der Vertiefungen der Mikro- 
titerplatte ragten. Die Proben waren zyUnderfbrmig mit 
einer Lange von 1,1 cm und einem Durchmesser von 

2 mm. 

2. Fullen des Kamms mit 80 ml Bakterienlosung (10 8 30 
logphase Zellen pro ml Vollmedium wurden 1 : 20 mit 
physiologischem Phosphatpuffer, pH 7.3 verdunnt) 

3. Inkubation bei 37°C fiir 60 Minuten im Brutschrank 
(Besiedelung der Proben mit den Bakterien) 

4. Absaugen der Bakterien und 4-maliges waschen des 35 
Kamms mit physiologischem Phosphat-Puffer pH 7,3 

5. Setzen des Kamms in eine mit "Minimal-Medium" 
gefullte Mikrotiterplatte (250 ul/Loch), Inkubation bei 
37°C fur 24 Stunden im Brutschrank zur Silbereinwir- 
kung (Entfaltung einer potentiell antimikrobiellen Ak- 40 
tivitat) 

6. Nach mehrmaligem Waschen mit physiologischem 
Phosphat-Puffer pH 7,3 Uberfuhrung des Kamms in 
eine mit sterilem Bakterien- Vollmedium (Trypcase 
Soya Medium) gefullten Mikrotiterplatte, Inkubation 45 
bei' 37°C fur 24 Stunden, Nachweis der bakteriellen 
Proliferation auf den Kathetern 

7. Entnahme des Kamms, messen der Mikrotiterplatte 
(optische Dichte) im Photometer (Endpunktmessung 
bei 578 nm) 50 

•Als Minimal-Medium wurde kommerzieller physiologi- 
scher Phosphat-Puffer (PBS) mit folgenden Zusatzen ver- 
wendet: 

55 

- 0,25% Glucose 

- 0,2% (NH4) 2 S0 4 

- Zusatz von 1/100 Volurnenanteil kommerzielles 
Trypcase-Soja- Vollmedium. 

60 

Es wurde gefunden, dafi bei alien 6 Proben des Kontroli- 
katheters eine bakterielle Proliferation feststellbar war. Die 
optische Dichte lag zwischen 0,4 und 0,8 (Endpunktmes- 
sung gemessen bei 578 nm) Der Katheter zeigte keine anti- 
bakterielle Wirksamkeit. 65 

Dagegeben war bei alien 6 Proben des Silberkatheters 
eine bakterielle Proliferation nicht zu erkennen. Die opti- 
sche Dichte war 0,0. Der Katheter zeigte somit antibakte- 
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rielle Wirksamkeit. 

Fig. 2 erlautert schematisch die bakterielle Proliferation 
6, wie sie im Mikrotiterplatten-Kamm-Modell nachvollzo- 
gen wird, Es ist ein Deckel einer Mikrotiterplatte 2 mit einer 
aufgeklebten Katheterprobe 1 sowie eine an das Medium 
abgegebene vitale Zelle 7 gezeigt. 

Die Fig. 3 zeigt den Ausdruck der Ergebnisse von Bei- 
spiel 1, wie er vom EDV-gesteuerten Mikrotiterplatten-Le- 
segerat erhalten wird. 

Beispiel 2 

Quantifizierung der Adhasion z. B, von Zellen auf Werk- 
stoffoberflachen mit Hilfe eines ELISA-Tests 

Es wurden folgende Arbeitsschritte durchgefiihrt: 

1. Kammherstellung: 6 Proben Kontrollkatheter, 6 
Proben Silberkatheter (wie in Beispiel 1) 

2. Fullen einer 96-Loch Mikrotiterplatte mit der glei- 
chen Bakterienlosung wie in Beispiel 1 (250 ul pro 
Loch) 

3. Setzen des Kamms in die Platte und Inkubation bei 
37°C fiir 60 Minuten im Brutschrank 

4. Entnahme des Kammes und viermaliges Waschen 
mit PBS 

5. Uberfuhrung des Kamms in eine mit Blockierungs- 
losung (0,3% Magermilch in PBS-Puffer pH 7.3) ge- 
fiillten Mikrotiterplatte, Inkubation bei 22°C fur 
60 Minuten 

6. Nach mehrmaligem Waschen mit PBS Uberfuhrung 
des Kamms in eine mit Serum (Anti-Staphylokokken- 
Kaninchenserum, 1 : 1000 verdunnt mit Blockierungs- 
losung) gefullten Mikrotiterplatte, Inkubation bei 22°C 
fur 120 Minuten 

7. Mehrfaches Waschen des Kamms in Pufferlosung 

8. Fullen des Kamms mit 80 ml einer sekundaren An- 
tikorper Losung (kommerzielles Enzym-Konjugat, 
1 : 2000 verdunnt mit Blockierungslosung), Inkubation 
bei 22°C fiir 120 Minuten 

9. Vierf aches Waschen des Kamms in Pufferlosung 

10. Setzen des Kamms in eine mit kommerzieflem En- 
zym-Substrat gefullten Mikrotiterplatte (230 ul pro 
Loch), Inkubation bei 22°C bis Verfarbung sichtbar 
wird 

11. Entnahme des Kamms, Mess^r! der Mikrotiter- 
platte im Photometer bei 405 nm. -* 

Es wurde festgestellt, das der Silberkatheter im Vergleich 
zum silberfreien kommerziellen Kontrollkathetei; eine *5- 
fach geringere*AdhSsion von Bakterien am Material zeigte. 

Die oben aufgefuhrten Arbeitsschritte entsprechen im 
Prinzip de% in der Routine durchgefiihrten Arbeitsschritten 
bei immunoiogischen Reaktionen (ELISA-Tests). 

Die von dem EDV-gesteuerten Mikrotiterplatten-Lesege- 
rats erhaltenen Ergebnisse sind in Fig. 5 gezeigt. Fig. 4 er- 
lautert schematisch die immunoiogischen Reaktionen zur 
Quantifizierung der Adhasion von Bakterien auf dem Bio- 
material im Mikrotiterplatten-Kamm-Modell; im einzelnen 
sind die auf dem Deckel der Mikrotiterplatte 2 befestigte 
Katheterprobe 1, ein daran haftendes Bakterium 8, sowie ein 
primarer 9 und ein sekundarer Antikorper 10, wie sie im 
ET JS A-Test verwendet wurden, gezeigt. 



DE 197 51 581 A 1 



n 

Beispiel 3 



12 



Priifung der antimikrobieilen Wirksamkeit bei "losen" Pro- 
ben (Windelstoffe fiir Sauglinge) 

5 

Es wurde eine potentiell antimikrobielle Windel (mit Sil- 
berimpragnierung) mit einer Kontroll-Windel (kein Silber) 
verg lichen. 

Von jeder Windel wurden 8 gleiche Stucke mit AusmaBen 
von 10 mm x 3 mm abgeschnitten. Die Proben wurden mit 10 
einer sterilen Pinzette in die Vertiefungen einer Mikrotiter- 
platte eingebracht. Danach wurde die gleiche bakterielle L6- 
sung wie in Beispiel 1 in die Vertiefungen pipettiert (280 ul 
je Loch). 

Der weitere Versuchsablauf war wie in Beispiel 1 aus- 15 
fuhrlich beschrieben (Schritt 3-5) mit der Anderung, daB die 
Proben manuell von Titerplatte zu Titerplatte mit der Pin- 
zette transportiert bzw. entnommen werden. 

Nach Entnahme der Proben wurde 50 ul Trypcase-Soja- 
Medium zugegeben; es folgte eine zeitaufgeldste on-line 20 
Messung der bakteriellen Proliferation. 

Das Ergebnis ist in Fig. 6 dargestellt; dabei ist die x- 
Achse die Zeitachse und auf der y-Achse wird die Zunahme 
der Bakterien dargestellt (Wachstumskurve, Messung der 
optischen Dichte). 25 

Reihe 1 zeigt dabei die Ergebnisse einer 8-fach Messung 
des Kontrollstoffs (ohne Silber). Reihe 2 bezieht sich auf 8- 
fache Messung eines StofFes mit 10 mg Ag-Impragnierung. 
In Reihe 3 ist die 8-fach Messung eines StofFes mit 50 mg 
Ag-Impragnierung und in Reihe 4 eine 8-fach Messung 30 
ohne StofF (Kontrolle des Mediums auf Sterilitat) gezeigt. 
Reihe 5 stellt eine 2-Fach Messung des Mediums dar 
(Blank). 

Fig. 6 zeigt Wachstumskurven von Staphylococcus epi- 
dermidis nach direktem Kontakt mit den Stoffproben. Der 35 
Nachweis der antimikrobiellen Wirkung wird durch die 
Analyse der Vitalitat des Keims gefuhrt. Auf den Proben 
ohne Silber wurde der Keim nicht abgetotet bzw. in der Vi- 
talitat herabgesetzt, es kommt in alien 8 Untersuchungen 
(Reihe 1) zu einem gleichmaBigen Wachstum (Prolifera-, 40 
tion). Bei der Verwendung von 10 mg Silber (Reihe 2) ist 
bereits deutlich eine antimikrobielle Wirkung erkennbar. In 
3 Fallen (B2, E2, G2) ist der Keim vollstandig abgetotet 
worden. Bei D2 und F2 ist die Vitalitat sehr stark herabge- 
setzt, die Proliferation ist erheblich verzogert. C2 und H2£ 45 
•zeigen eine moderate Wirkung, die Proliferationsrate ist her- 
abgesetzt. A2^zeigt keine Wirksamkeit. Das Spektrum der 
moglichen antibakteriellen Wirkung spiegelt sich in Reihe 2 
wieder. Die Versuchsbedkigungen sind so gewahlt, daB die 
Messung hochsensitiv geringste Unterschiede in Reihe 2er- 50 
kennt Die Schwankungsbreke in Reihe 2 liegt an der nicht , : 
gleichmaBigen Beschi^htung der Proben mit Silber. Dieses 
Problem ist rein technisch und losbar. Reihe 3 zeigt durch 
die Beschichtung von 50 mg Silber in alien 8 Messungen 
vollstandige bakterizide Wirkung (Sterilitat). 55 

Beispiel 4 

Prufung der Adhasion von Bakterien bei vorbehandelten 

Biomaterialien 60 

Es wurden folgende Arbeitsschritte durchgefuhrt: 

1. Kammherstellung: je 8 Proben von 11 verschiede- 
nen Kathetermaterialien, die sich im Ag-Gehalt unter- 65 
scheiden, (Herstellung siehe Beispiel 1); 

2. 44 Vertiefungen einer Mikrotiterplatte wurden mit 
Wasser gefullt, 44 weitere Vertiefungen mit einer 



0. 1.igen Losung von polyethoxyliertes Sorbitanmo- 
nolaurat (Tween® 20) in Wasser; 

3. Setzen des Kamms in die Platte und zwar so, daB 4 
Proben eines Kathetermaterials in Wasser inkubiert 
werden und 4 Proben des gleichen Materials in der 
Tween®-Losung; Inkubation bei 22°C fur 60 Minuten; 

4. Entnahme des Kamms und waschen. 

Die weiteren Schritte werden wie bei Beispiel 2 beschrie- 
ben (Schritte 2 bis 11) durchgefuhrt. 

Fig. 7 zeigt graphisch die Ergebnisse, d, h. die Mittel- 
werte der jeweils 4 Proben gleichen Materials mit bzw. ohne 
Tween- Vorbehandlung (d. h. "Coating"). Bei alien 11 Mate- 
rialien ist zu erkennen, daB bei Tween-coated Kathetern die 
bakterielle Adhasion deutlich geringer ist als bei nicht-be- 
schichteten Kathetern. 

Patentanspruche 

1. Vorrichtung bestehend aus 2 Teilen, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB auf einem Teil eine Vielzahl von zu 
untersuchenden Werkstoffproben mit gleichen Abmes- 
sungen befestigt ist und das andere Teil mit einer Viel- 
zahl von Vertiefungen gleicher Abmessung ausgestat- 
tet ist, wobei die Werkstoffproben so angeordnet sind, 
daB sie alle zentriert zu den Vertiefungen des zweiten 
Teils ausgerichtet sind und die Abmessungen der Pro- 
ben an die Abmessungen der Vertiefungen angepaBt 
sind. 

2. Vorrichtung nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB ein Zwischenraum zwischen dem Boden 
der Vertiefungen und den Proben verbleibt, wenn das 
mit den Proben bestuckte Teil auf dem mit Vertiefun- 
gen versehenen Teil aufliegt. 

3. Vorrichtung nach Anspruch 2, wobei der Zwischen- 
raum kleiner als die Halfte der Tiefe der Vertiefungen 
ist. 

4. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 3, da- 
durch gekennzeichnet, daB die Proben zyiinderformig 
sind. 

5i Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 4, da- 
• durch gekennzeichnet, daB der maxifriale Querschnitt 
der Pcoben die Halfte des Durchmessers der Vertiefun- 
. : _ gen oder Ayeniger^ntspricht.^ 
f 6. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 5, da- 
-durch gekennzeichnet, daB die Proben aufgeklebt sind. 
7. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 6, wo- 
bei es sich bei dem mit Vertiefungen ausgestatteten Teil 
um eine J^krotiterplatte und bei dem anderen Teil um 
einen daKif^£ssenden Deckel hrandelt. 
*8/.iverMiren zur Prufung vpn WerkstofFen auF antimw 
krobielle Wirksamkeit, umFassend: ; ■ 

(a) Bereitstellung einer Probe definierter Geome- 
trie und GroBe, • 

(b) Inkubation der Probe mit einer Losung, die 
den zu testenden Mikroorganismus enthalt, 

(c) Uberfuhrung der Probe in ein fiir den entspre- 
chenden Mikroorganismus geeignetes Minimal- 
medium, 

(dl) tjberfuhrung der Probe in eine fiir den Mi- 
kroorganismus geeignete Nahrlosung, 
(el) Bestimmung der optischen Dichte der Nahr- 
losung nach Entnahme der Probe, oder 
(d2) Entnahme der Probe und Zugabe von 1 bis 
1/100 Volumenanteil Vollmedium zum Minimal- 
medium, 

(e2) zeitaufgeloste Bestimmung der optischen 
Dichte des Mediums. 
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9. Verfahren nach Anspruch 8, wobei dem Minimal- 
medium in Schritt (c) 1 bis 1/2000 Volumenanteil Voll- 
medium zugegeben wird. 

10. Verfahren zur Quantifizierung der Adhasion von 
Antigenen auf Werkstoffen, umfassend: 5 

(a) Bereitstellen einer Probe definierter Geome- 
trie und GroBe 

(b) Inkubation der Probe mit einer Losung, die 
das zu testende Antigen enthalt, 

(c) Uberfuhrung der Probe in eine Blockierungs- 10 
losung 

(d) Oberfuhrung der Probe in eine Serumlosung 

(e) Uberfuhrung der Probe in eine Enzym-Konju- 
gat-Losung 

(f) Uberfuhrung der Probe in eine Enzym-Sub- 15 
strat-Losung 

(g) Photometrische Vermes sung der Enzym-Sub- 
stratlosung nach Entnahme der Probe. 

11. Verfahren nach Anspruch 8 oder 10, wobei eine 
Vielzahl von Proben gleicher Geometrie und GroBe si- 20 
multan in einer Mikrotiterplatte gepruft werden. 

12. Verfahren nach Anspruch 11, wobei die Auswer- 
tung mit einem EDV-gesteuerten Mikxotiterplatten-Le- 
segerat erfolgt. 

13. Verfahren nach einem der Anspruche 8 bis 12, wo- 25 
bei die Proben in Form eines Tragersy stems wie in ei- 
nem der Anspruche 1 bis 7 definiert, bereitgestellt wer- 
den. 

14. Verfahren nach Anspruch 8 und 13, wobei eine 
Vorrichtung nach Anspruch 7 verwendet wird und der 30 
mit Proben bestuckte Deckel bei Schritt (b) und/oder 
(c) als InkubationsgefaB dient. 

15. Verfahren nach Anspruch 10 und 13, wobei eine 
Vorrichtung nach Anspruch 7 verwendet wird und min- 
destens bei einem der Schritte (b) bis (e) der mit den 35 
Proben bestuckte Deckel als InkubationsgefaB dient. 

16. Verfahren nach einem der Anspruche 8 bis 15, wo- 
bei es sich bei den Werkstoffen um Biomaterial han- 
delt. 

17. Verfahren nach einem der Anspriiche 8 bis 16, ,wo- 40 
bei der Werkstoff vorbehandelt wurde. 

18. Verfahren nach Anspruch 17, wobei es sich bei 
dem vorbehandelten Werkstoff um einen beschichteten 
Werkstoff handelt. " - 

19. Verwendung von ELISA-Tests zur Quantifizierung 45 
der Adhasion von Antigenen auf gegebenenfalls vorbe- 
handelten Werkstoffproben. 

20. Verwendung einer Vorrichtung nach einem der * • V- 
Anspruche 1 bis 7 zur Prufung von. gegebenenfalls vor- * ' , 

H»ti&nd61t^W?rfestoffen auf adtimikrobielle Wirksam- 50 r 
keit. "'" . : * / ' 

21. Verwendung einer Vorrichtung '" nach einem der 
Anspruche 1 bis 7 bei der Quanfifizierung der Adha- 
sion auf gegebenenfalls vorbehandelten Werkstoff- 
oberflachen. 55 
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